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Identification of Members of the 

Metabolically Active Microbial 

Populations Associated with 

Beggiatoa Species Mat 

Communities from Gulf of 

Mexico Cold-Seep Sediments 

 

In this study, the composition of 

the metabolically active fraction 

of the microbial community 

occurring in Gulf of Mexico 

marine sediments (water depth, 

550 to 575 m) with overlying 

filamentous bacterial mats was 

determined. The mats were 

mainly composed of either 

orange- or white-pigmented 

Beggiatoa spp. Complementary 

16S ribosomal DNA (crDNA) 

was obtained from rRNA 

extracted from three different 

sediment depths (0 to 2, 6 to 8, 

and 10 to 12 cm) that had been 

subjected to reverse 

transcription-PCR amplification. 

Domain- specific 16S PCR 

primers were used to construct 

12 different 16S crDNA libraries 

containing 333 Archaea and 329 

Bacteria clones. Analysis of the 

Archaea clones indicated that all 

sediment depths associated with 

overlying orange- and white-

pigmented microbial mats were 

almost exclusively dominated by 

ANME-2 (95% of total Archaea 

clones), a lineage related to the 

methanogenic order 

Methanosarcinales. In contrast, 

bacterial diversity was 

Xác định các thành viên của 

quần thể vi sinh vật có hoạt tính 

trao đổi chất gắn với quần xã 

thảm của các loài Beggiatoa từ 

trầm tích phun lạnh ở Vịnh 

Mexico  checked 28/7 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

nghiên cứu hoạt động trao đổi 

chất của quần thể vi sinh vật xảy 

ra trong trầm tích biển vịnh 

Mexico (độ sâu của nƣớc, 550-

575 m) đƣợc bao phủ bởi các 

thảm vi khuẩn dạng sợi. Các 

thảm này chủ yếu bao gồm 

Beggiatoa spp. sắc tố cam và 

trắng. 

DNA ribosome 16S bổ sung 

(crDNA) thu đƣợc từ rRNA chiết 

đƣợc từ 3 độ sâu trầm tích khác 

nhau (0 đến 2, 6 đến 8, 10 đến 12 

cm) trải qua quá trình khuếch đại 

PCR phiên mã ngƣợc. Các 

Primer (mồi) PCR 16S miền 

chuyên biệt đƣợc sử dụng để xây 

dựng 12 thƣ viện 16S crDNA 

khác nhau chứa 333 dòng vô tính 

cổ khuẩn và 329 dòng vô tính vi 

khuẩn. Phân tích các dòng vô 

tính cổ khuẩn cho thấy, ANME-

2 (95% trong tổng số các dòng 

vô tính cổ khuẩn), một dòng liên 

quan đến bộ Methanosarcinales 

sinh methan hầu nhƣ chiếm ƣu 

thế ở tất cả các độ sâu trầm tích 

ứng với các thảm sắc tố cam và 

trắng.  

Ngƣợc lại, các dòng vô tính gắn 

với vi khuẩn lại có sự đa dạng 

 



considerably higher, with the 

dominant phylotype varying by 

sediment depth. An equivalent 

number of clones detected at 0 to 

2 cm, representing a total of 

93%, were related to the y and 8 

classes of Proteobacteria, 

whereas clones related to 8-

Proteobacteria dominated the 

metabolically active fraction of 

the bacterial community 

occurring at 6 to 8 cm (79%) and 

10 to 12 cm (85%). This is the 

first phylogenetics-based 

evaluation of the presumptive 

metabolically active fraction of 

the Bacteria and Archaea 

community structure 

investigated along a sediment 

depth profile in the northern Gulf 

of Mexico, a hydrocarbon-rich 

cold-seep region. 

The Gulf of Mexico is a dynamic 

environment containing active 

venting and seepage of 

hydrocarbons. The upward thrust 

of salt diapirs forms faults that 

act as conduits from subsurface 

oil and gas reservoirs through the 

sediment layers (42, 58). Faults 

reaching the surface can 

facilitate the formation of 

surface-breaching gas hydrate 

mounds (reviewed in reference 

4) and actively venting 

hydrocarbon plumes (7, 11, 39, 

40). In contrast to hydrothermal 

seeps, these features are 

collectively known as cold seeps 

due to low-level geological 

hơn đáng kể, thể hiện ở chổ mỗi 

độ sâu trầm tích lại có một vi 

khuẩn chuyên biệt chiếm ƣu thế. 

Số dòng tƣơng đƣơng phát hiện 

đƣợc ở độ sâu từ 0 đến 2 cm, đại 

diện cho tổng cộng 93%, có họ 

hàng với các lớp…. và …. của 

Proteobacteria, trong khi đó, các 

dòng vô tính có họ hàng với..-

Proteobacteria chiếm ƣu thế 

trong hoạt động trao đổi chất của 

quần thể vi khuẩn xuất hiện ở độ 

sâu từ 6 đến 8 cm (79%) và từ 10 

đến 12 cm (85%). Đây là đánh 

giá dựa trên phả hệ đầu tiên về 

khía cạnh trao đổi chất của cấu 

trúc quần thể cổ khuẩn và vi 

khuẩn đƣợc nghiên cứu theo biên 

dạng độ sâu trầm tích ở phía bắc 

vịnh Mexico, một khu vực phun 

lạnh giàu hydrocarbon. 

Vịnh Mexico là một môi trƣờng  

hoạt động mạnh với các hoạt 

động thoát và rò rỉ hydrocacbon. 

Sức đẩy lên của điapia muối 

hình thành các đƣờng nứt đóng 

vai trò nhƣ các ống dẫn từ các 

mỏ dầu khí dƣới bề mặt qua các 

lớp trầm tích (42, 58). Các 

đƣờng nứt đến bề mặt có thể tạo 

điều kiện cho sự hình thành gò 

khí hydrat nổi lên bề mặt (đã 

đƣợc đề cập trong tài liệu tham 

khảo 4) và liên tục thải ra những 

luồng khí hydrocarbon (7, 11, 

39, 40). Trái ngƣợc với hiện 

tƣợng phun thủy nhiệt, những 



heating. owing to the extensive 

oil and gas reserves, a primary 

focus of long-term research in 

the Gulf of Mexico has been the 

characterization of the physical 

geology of the system (30, 39). 

Surprisingly, Gulf of Mexico 

cold-seep chemosynthetic-based 

ecosystems were not reported 

until 1989 (27), and the 

ecosystem‘s primary energy 

source (CH4) was not linked to 

gas hydrate decomposition until 

1994 (5). 

 

 

 

 

 

A more thorough 

characterization of an ecosystem, 

how-ever, requires identification 

of the mechanisms and biota 

responsible for energy transfer 

and the cycling of nutrients. 

Owing to the water depth at Gulf 

of Mexico cold seeps, che- 

mosynthesis rather than 

photosynthesis predominates 

(41). As has been shown for 

hydrothermal seep ecosystems, 

energy transfer from 

chemosynthetic microorganisms 

to higher trophic levels is 

mediated by primary consumers, 

including symbiont-containing 

macrofauna and free-living 

heterotrophic microorganisms (9, 

10, 12, 33). 

 

đặc trƣng này đƣợc gọi chung là 

phun lạnh do nó xảy ra ở nhiệt 

độ địa chất thấp. Do nguồn dự 

trữ dầu khí dồi dào, trọng tâm 

chính của việc nghiên cứu dài 

hạn ở Vịnh Mexico là xác định 

các đặc điểm địa chất cơ sở của 

hệ (30, 39). Tuy nhiên, các hệ 

sinh thái dựa trên hóa tổng hợp 

phun lạnh ở Vịnh Mexico chƣa 

đƣợc nghiên cứu cho đến năm 

1989 (27), và ngƣời ta chƣa thấy 

đƣợc mối liên hệ giữa nguồn 

năng lƣợng cơ bản của hệ sinh 

thái (CH4) với sự phân hủy khí 

hydrat cho đến năm 1994 (5). 

Tuy nhiên, để nghiên cứu toàn 

diện hơn hệ sinh thái, chúng ta 

cần phải xác định đƣợc các cơ 

chế và hệ sinh vật chịu trách 

nhiệm chuyển hóa năng lƣợng và 

chu trình dƣỡng chất. Do độ sâu 

của nƣớc ở Vịnh Mexico, các 

hiện tƣợng phun lạnh, hóa tổng 

hợp chiếm ƣu thế hơn so với 

quang hợp (41). Nhƣ đã chứng 

minh trong các hệ sinh thái phun 

thủy nhiệt, chuyển hóa năng 

lƣợng từ vi sinh vật hoá tổng hợp 

sang mức dinh dƣỡng cao hơn 

phải qua trung gian các sinh vật 

tiêu thụ sơ cấp, bao gồm hệ động 

vật lớn chứa vật cộng sinh và các 

sinh vật dị dƣỡng sống tự do (9, 



 

 

Whereas numerous reports 

characterizing tubeworm and 

mussel symbiotic associations 

with chemoautotrophic microbes 

have been published (6, 10, 23), 

that portion of the chemosyn- 

thesis-based community in the 

Gulf of Mexico comprised of 

nonsymbiotic and free-living 

microbes has been much less 

studied (24, 31, 59). For 

example, vast aggregations of 

dense microbial mats on the 

sediment surface are readily 

visible to the naked eye. These 

mats are mainly composed of 

large (cell diameter, 12 to 160 

^m) (13, 29), pigmented (orange 

and white) and unpigmented 

vacuolate sulfur bacteria, 

Beggiatoa spp. (2, 33, 57).  

 

 

Such mat- and sediment-

associated microbial 

communities have been shown to 

support high rates of sulfate 

reduction (3, 22, 36, 57) and 

oxidation (25, 36, 49), nitrate 

reduction (36, 43, 49), and 

anaerobic methane oxidation (3, 

22). Interestingly, as potentially 

critical as these microbial 

communities are to Gulf of 

Mexico cold-seep ecosystem 

productivity, no detailed 

information describing the 

composition of the metabolically 

10, 12, 33). 

Trong khi đã nhiều báo cáo mô 

tả đặc tính của những tổ hợp 

cộng sinh giữa trùn ống và con 

trai với vi khuẩn hoá tự dƣỡng 

đã đƣợc công bố (6, 10, 23), một 

phần cộng đồng sinh vật hoá 

tổng hợp sống trên Vịnh Mexico 

bao gồm vi khuẩn không cộng 

sinh và sống tự do rất ít đƣợc 

nghiên cứu (24, 31, 59). Ví dụ, 

những sự kết tụ mạnh của các 

thảm vi sinh vật dày đặc trên bề 

mặt trầm tích có thể dễ dàng 

nhìn thấy đƣợc bằng mắt thƣờng. 

Những thảm này chủ yếu gồm vi 

khuẩn lƣu huỳnh lớn (đƣờng 

kính tế bào thay đổi từ 12 đến 

160 ^ m) (13, 29), có màu (màu 

cam và màu trắng) và không bào 

không màu, Beggiatoa spp. (2, 

33, 57). Ngƣời ta đã chứng tỏ 

rằng các quần thể vi sinh vật gắn 

với thảm và trầm tích nhƣ thế đã 

góp phần tăng cƣờng tốc độ khử 

sunfat (3, 22, 36, 57) và quá 

trình oxy hóa (25, 36, 49), khử 

nitrat (36, 43, 49) , và quá trình 

oxy hóa metan kỵ khí(3, 22). 

Điều thú vị là, mặc dù các cộng 

đồng vi sinh vật này có vai trò 

quan trọng tiềm năng đối với 

năng suất của hệ sinh thái phun 

lạnh ở Vịnh Mexico, vẫn chƣa 



active microbes and their spatial 

and/or temporal structures is 

available. 

 

 

 

 

In the present study, depth 

profiles of sediments with two 

different overlying types of 

microbial mats, composed 

mainly of orange- and white-

pigmented Beggiatoa spp., were 

collected from a manned 

submersible at two different 

cold-seep locations (550 to 575 

m water depth). The primary 

objective in this study was to 

characterize the metabolically 

active fraction of the sediment 

microbial communities 

associated with the microbial 

mats. Total rRNA was extracted 

from three sediment depths (0 to 

2, 6 to 8, and 10 to 12 cm) and 

subjected to reverse 

transcription-PCR with primers 

specific for the Bacteria and 

Archaea. This is among the first 

phylogenetic surveys to be 

conducted on Gulf of Mexico 

seep sediment microbial 

communities directly associated 

with overlying microbial mats 

and the first survey describing 

the metabolically active fraction 

of the microbial communities in 

Gulf of Mexico sedimentary 

habitats. 

 

có thông tin chi tiết nào mô tả 

các đặc tính của vi khuẩn hoạt 

động trao đổi chất và cấu trúc 

không gian và / hoặc cấu trúc 

thời gian của chúng. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

ghi nhận biên dạng độ sâu của 

lớp trầm tích với hai loại thảm vi 

sinh xen phủ khác nhau, chủ yếu 

là Beggiatoa spp. màu cam và 

trắng từ một tàu lặn có ngƣời lái 

tại hai địa điểm phun lạnh khác 

nhau (độ sâu so với mặt nƣớc 

550-575 m). Mục tiêu chính 

trong nghiên cứu này là để mô tả 

hoạt động trao đổi chất của các 

quần thể vi sinh vật trầm tích gắn 

liền với thảm vi sinh vật. Tổng 

số rRNA đƣợc lấy từ ba độ sâu 

trầm tích (0-2, 6-8, và 10-12 cm) 

và trải qua quá trình phiên mã 

ngƣợc - PCR  với các primer 

dành riêng cho từng vi khuẩn và 

cổ khuẩn. Đây là một trong các 

nghiên cứu phát sinh loài đầu 

tiên đƣợc tiến hành trên cộng 

đồng vi khuẩn trầm tích gắn với 

thảm phủ vi sinh vật ở Vịnh 

Mexico và nghiên cứu đầu tiên 

mô tả hoạt động trao đổi chất của 

các quần thể vi sinh vật trong 

môi trƣờng sống trầm tích vịnh 

Mexico. 



MATERIALS AND METHODS 

 

 

Gulf of Mexico site description 

and sample collection. The study 

sites are located in the northern 

Gulf of Mexico continental slope 

province. The sites, GC185 

(Bush Hill; 550 m depth) and 

GC234 (575 m depth), are 

located at 27°46'N, 91°30'W, 

and 27°44'N, 91°13'W, 

respectively. Both of these 

locales contained visible oil and 

gas seepage, surface-breaching 

gas hydrate, and exten-sive 

(several meters in diameter) 

microbial mats. Sediment cores 

from both sites were obtained 

from areas containing mainly 

either orange- or white-

pigmented Beggiatoa sp. mats 

with the manned submersible 

Johnson Sea Link during July 

2002. Sediment cores (7.2 cm 

inner diameter, 15 to 20 cm 

average length) were 

immediately sectioned at 2-cm 

intervals and stored in liquid N2 

until further processing. Direct 

cell counts were performed on 

aliquots (0.5 g wet weight) as 

previously described (38). 

 

 

 

Preparation of reagents and 

materials used for RNA 

extractions. Prior to nucleic acid 

extraction, RNases were 

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG 

PHÁP 

Mô tả vị trí Vịnh Mexico và quá 

trình thu thập mẫu. Các vị trí 

nghiên cứu ở khu vực sƣờn lục 

địa phía bắc Vịnh Mexico. Các 

địa điểm GC185 ( Bush Hill; độ 

sâu 550 m) và GC234 (độ sâu 

575 m) ở các vị trí tƣơng ứng là 

27 ° 46'N, 91 ° 30'W, và 27 ° 

44'N, 91 ° 13'W. Cả hai địa điểm 

này có dầu và khí phun ra dễ 

thấy, khí hydrat thoát lên từ bề 

mặt, và các thảm vi sinh vật rộng 

(đƣờng kính vài mét). Lõi trầm 

tích từ cả hai địa điểm đƣợc lấy 

từ khu vực chứa chủ yếu thảm 

Beggiatoa sp màu cam hoặc màu 

trắng bằng tàu lặn có ngƣời lái 

Johnson Sea Link vào tháng Bảy 

năm 2002. Các lõi trầm tích 

(đƣờng kính trong 7.2 cm, chiều 

dài trung bình từ 15 đến 20 cm) 

ngay lập tức đƣợc chia thành các 

đoạn 2 cm và đƣợc lƣu trữ trong 

N2 lỏng chờ xử lý tiếp. Việc 

đếm tế bào trực tiếp đƣợc thực 

hiện trên các phần phân ƣớc (0,5 

g trọng lƣợng ƣớt) nhƣ mô tả 

trƣớc đây (38). 

Điều chế hóa chất và vật liệu sử 

dụng để chiết RNA. Trƣớc khi 

chiết axit nucleic, RNases đã 



removed from solutions and 

solids by treating stock solutions 

and water with 0.1% 

diethylpyrocarbonate overnight 

at 37° C and autoclaving.  

 

All glassware and nonplastics 

were baked at 250° C for 24 h. 

All surfaces and plastics were 

cleaned with RNase Erase (iCN 

Biomedicals inc., Aurora, ohio) 

to remove contaminating RNases 

during shipboard and laboratory 

manipulations. 

 

 

 

RNA isolation. Total ribonucleic 

acids were extracted as described 

by Hurt et al. (20) from 10 g 

(wet weight) of sediment 

sampled in triplicate from each 

sediment depth (0 to 2, 6to 8, 

and 10to 12 cm). Inbrief, 

sediment samples stored in 

liquid N2 were repeatedly 

thawed by physical grinding in 

the presence of a denaturing 

solution (4 M guanidine 

isothiocyanate, 10 mM Tris-HCl 

[pH 7.0], 1 mM EDTA, 0.5% 2-

mercaptoethanol) and refrozen 

by immersion in liquid N2.  

 

 

The sediment samples were 

incubated for 30 min at 65°C in 

pH 7.0 extraction buffer (100 

mM sodium phosphate [pH 7.0], 

100 mM Tris-HCl [pH 7.0], 100 

đƣợc loại bỏ khỏi các dung dịch 

và chất rắn bằng cách xử lý các 

dung dịch gốc và nƣớc với  

diethylpyrocarbonate 0.1% qua 

đêm ở 37 ° C và hấp tiệc trùng. 

Tất cả dụng cụ bằng thủy tinh và 

không phải nhựa đƣợc nung ở 

250 ° C trong 24 giờ. Tất cả các 

bề mặt và nhựa đƣợc làm sạch 

bằng RNase Erase (ICN 

Biomedicals inc., Aurora, Ohio) 

để loại bỏ RNases ô nhiễm trong 

quá trình thao tác trên tàu và 

phòng thí nghiệm.  

Tách RNA. Toàn bộ axit 

ribonucleic đƣợc chiết (trích 

xuất) theo mô tả của Hurt và các 

cộng sự. (20) từ 10 g (trọng 

lƣợng ƣớt) của trầm tích đƣợc 

lấy mẫu trong ba lần từ mỗi độ 

sâu trầm tích (0-2, 6 đến 8, và 10 

đến 12 cm). Tóm lại, các mẫu 

trầm tích đƣợc lƣu trữ trong N2 

lỏng đƣợc hoà tan nhiều lần bằng  

cách nghiền với sự hổ trợ của 

một dung dịch biến tính (4 M 

guanidine isothiocyanate, 10 

mM Tris-HCl [pH 7,0], 1 mM 

EDTA, 0,5% 2-mercaptoethanol) 

và đƣợc làm đông lại bằng cách 

ngâm trong N2 lỏng. Các mẫu 

trầm tích đƣợc ủ trong 30 phút ở 

65 ° C trong điều kiện môi 

trƣờng đệm pH 7,0  (100 mM 



mM EDTA [pH 8.0], 1.5 M 

NaCl, 1% 

hexadecyltrimethylammonium 

bromide [CTAB], and 2% 

sodium dodecyl sulfate [SDS]) 

and centrifuged (1,800 X g for 

10 min).  

 

The supernatants from three 

separate extractions were pooled, 

extracted with 24:1 (vol/vol) 

chloroform-isoamyl alcohol, and 

centrifuged (1,800 X g for 20 

min). The nucleic acids were 

precipitated at room temperature 

with isopropanol (30 min), 

pelleted by centrifugation 

(16,000 X g for 20 min), 

resuspended in 

diethylpyrocarbonate-treated 

water, and subsequently purified 

into RNA-only aliquots (20). 

 

 

 

 

 

Reverse transcription and 

amplification of rRNA. Aliquots 

of rRNA were reverse 

transcribed with Moloney 

murine leukemia virus reverse 

transcriptase according to the 

manufacturer‘s instructions 

(Invitrogen). RNA was initially 

denatured by heating (65°C) for 

10 min. The reverse transcription 

reaction mix consisted of 5 fjuM 

of a 16S rRNA reverse primer 

amplifying either domain- 

natri phosphate [pH 7,0], 100 

mM Tris-HCl [pH 7,0], 100 mM 

EDTA [pH 8,0], 1,5 M NaCl, 1 

% hexadecyltrimethylammonium 

bromide [CTAB], và 2% sodium 

dodecyl sulfate [SDS]) và quay 

ly tâm (1800 x g trong 10 phút). 

Các chất nổi trên bề mặt từ ba 

lần chiết tách đƣợc poole (phân 

chia), đƣợc chiết xuất với tỷ lệ 

24:1 (thể tích / thể tích)  

chloroform-isoamyl alcohol, và 

quay ly tâm (1800 X g trong 20 

phút). Các axit nucleic đƣợc kết 

tủa ở nhiệt độ phòng với 

isopropanol (30 phút), đƣợc tạo 

viên bằng cách quay ly tâm 

(16.000 X g trong 20 phút), đƣợc 

tạo huyền phù trong nƣớc đƣợc 

xử lý diethylpyrocarbonate, và 

sau đó tinh chế thành các aliquot 

(đơn vị thể tích siêu nhỏ) chỉ có 

RNA (20). 

Phiên mã ngƣợc và khuếch đại 

rRNA. Các Aliquot rRNA đã 

phiên mã ngƣợc với các enzyme 

phiên mã ngƣợc có nguồn gốc từ 

vi rút murine leukemia  Moloney 

theo hƣớng dẫn của nhà sản xuất 

(Invitrogen). Đầu tiên, RNA 

đƣợc làm biến tính bằng cách 

nung nóng (65 ° C) trong 10 

phút. Hỗn hợp phản ứng phiên 

mã ngƣợc bao gồm 5 fjuM của 



specific Bacteria, DXR518 (5'-

CGTATTACCGCGGCTGCTG

G-3') (34), or Archaea, Ar958r 

(5'-

YCCgGcGTTGAMTCCAATTT

-3') (8), 50 to 100 ng of 

denatured RNA, and 200 fjuM 

deoxynucleoside triphosphate 

mix.  

 

 

The mixture was incubated for 5 

min at 65°C and 2 min at 4°C, 

followed by addition of 1 X first-

strand buffer (50 mM Tris-HCl 

[pH 8.3], 75 mM KCl, 3 mM 

MgCl2) and 75 U of RNase 

inhibitor and heating at 37°C for 

2 min. A 200-U aliquot of 

Moloney murine leukemia virus 

reverse transcriptase was added 

prior to a 50-min incu-bation at 

37°C that resulted in 

transcription of the RNA into 

complementary 16S ribosomal 

DNA (crDNA). 

 

 

 

 

The crDNA end product was 

used as the template for a 

standard PCR. Possible DNA 

contamination of RNA templates 

was routinely monitored by PCR 

amplification of aliquots of RNA 

that were not reverse transcribed. 

No contaminating DNA was 

detected in any of these 

reactions.  

primer ngƣợc16S rRNA khuếch 

đại vi khuẩn miền chuyên biệt 

DXR518 (5'-

CGTATTACCGCGGCTGCTG

G-3 ') (34), hoặc Cổ khuẩn, 

Ar958r (5'-

YCCgGcGTTGAMTCCAATTT

-3') ( 8), 50 đến 100 ng RNA 

biến tính, và hỗn hợp 200 fjuM 

deoxynucleoside triphosphate. 

Hỗn hợp này đƣợc ủ trong 5 phút 

ở 65 ° C và 2 phút ở 4 ° C, tiếp 

theo là bổ sung chất đệm 1 X 

first-strand (50 mM Tris-HCl 

[pH 8.3], 75 mM KCl, 3 mM 

MgCl2) và 75 U chất ức chế 

RNase và nung ở 37 ° C trong 2 

phút. Một aliquot 200-U enzyme 

phiên mã ngƣợc có nguồn gốc từ 

virut Moloney murine leukemia 

đƣợc thêm vào trƣớc khi ủ 50 

phút ở 37 ° C, và quá trình này 

sẽ dẫn đến sự phiên mã RNA tạo 

thành DNA ribosome 16S bổ 

sung (crDNA). 

Sản phẩm cuối cùng crDNA 

đƣợc sử dụng làm mẫu (làm 

khuôn) cho một PCR tiêu chuẩn. 

Sự nhiễm DNA của các mẫu 

RNA đƣợc thƣờng xuyên theo 

dõi bằng cách khuếch đại PCR 

của các aliquot RNA đã không 

đƣợc phiên mã ngƣợc. Chúng tôi 

không phát hiện đƣợc sự nhiễm 



 

The primers used for standard 

PCR amplification included the 

above reverse primers (DXR518 

and Ar958r) and 16S rDNA 

forward domain-specific 

Bacteria, 27F (5'-AGAGTTT 

GATCƠTGGCTCAG-3'), and 

Archaea, A341f(5'-

CCTAIGGGGIGCAICAG- 3') 

(56), primers. The PCR mix 

contained 10 to 50 ng of crDNA, 

1X PCR buffer (Stratagene), 1.5 

mM MgƠ2, 200 fjuM each 

deoxynucleoside triphosphate, 1 

pmol of each forward and 

reverse primer, and 0.025 U of 

TaKaRa Taq fjul-1. Ampli- cons 

were analyzed on 1.0% agarose 

gels run in Tris-borate-EDTA 

buffer stained with ethidium 

bromide and UV illuminated. 

 

 

 

 

Environmental clone library 

construction. Purified pooled 

amplicons repre-senting 16S 

crDNA sequences were cloned 

into the ToPo TA cloning vector 

pCR2.1 according to the 

manufacturer‘s instructions 

(Invitrogen). Clones de-noted in 

Tables 1 and 2 as WB and B 

were obtained from sediments 

with overlying white- or orange-

pigmented mats, respectively. In 

addition, the desig-nations 47 

and 52 denote Gulf of Mexico 

DNA trong những phản ứng này. 

Các primer đƣợc sử dụng để 

khuếch đại PCR tiêu chuẩn bao 

gồm các primer ngƣợc ở trên 

(DXR518 và Ar958r) và 16S 

rDNA vi khuẩn vùng chuyên biệt 

thuận, 27F (5'-AGAGTTT 

GATCƠTGGCTCAG-3 '), và 

Archaea, A341f (5'-

CCTAIGGGGIGCAICAG-3' ) 

(56), các primer. Hỗn hợp PCR 

có 10-50 ng crDNA, đệm PCR 

1X (Stratagene), 1.5 mM MgƠ2, 

200 fjuM mỗi triphosphate 

deoxynucleoside, 1 pmol của 

mỗi primer  xuôi và ngƣợc, và 

0,025 U Takara Taq fjul-1. Các 

Amplicon đã đƣợc phân tích trên 

1.0% agarose gel chạy trong chất 

đệm Tris-borate-EDTA  đƣợc 

nhuộm với ethidium bromide và 

đƣợc chiếu UV. 

Xây dựng thƣ viện dòng vô tính 

môi trƣờng. Các nhóm amplicon 

tinh khiết thể hiện chuỗi crDNA 

16S đƣợc nhân bản vô tính thành 

vector tạo dòng Topo TA 

pCR2.1 theo hƣớng dẫn của nhà 

sản xuất (invitrogen). Trong 

bảng 1 và 2, các dòng vô tính 

đƣợc kí hiệu là WB và B đƣợc 

lấy từ các lớp trầm tích với thảm 

cam và trắng xen phủ. Ngoài ra, 

kí hiệu 47 và 52 tƣơng ứng với 



sites GC185 and GC234, 

respectively, and 02, 68, and 10 

denote depths of 0 to 2, 6 to 8, 

and 10 to 12 cm, respectively. 

 

 

 

 

 

Inserts were subsequently PCR 

amplified from lysed colonies 

with primers specific for either 

the vector, M13F (5'-

GTAAAACGACGGCCAG-3') 

and M13R (5'-

CAGGAAACAGCTATGaC-3'), 

or the Archaea amplicons, A341f 

(56) and Ar958r (8).  

 

Vector-specific M13F/R primers 

were used to amplify inserts 

from bacterial clones obtained 

with the 27F and DXR518 

primers to prevent amplification 

of the Escherichia coli host 16S 

rDNA gene.  

 

PCR products were digested (2 

h, 37°C) with MspI and Hhal for 

bacterial clones and with Hhal 

and RsaI for archaeal clones. 

 

 

 

 

 

 

Clones were grouped according 

to restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) banding 

các vị trí trong Vịnh Mehico là 

GC185 và GC234 và 02, 68, và 

10 có nghĩa là độ sâu tƣơng ứng  

từ 0 đến 2, 6 đến 8 và 10 đến 12 

cm. 

Sequence: có thể dịch là ―trình 

tự‖ 

Sau đó, các đoạn insert là RCR 

đƣợc khuếch đại từ các khuẩn 

lạc dung giải với các prime đặc 

trƣng cho vector, M13F (5‘-

GTAAAACGACGGCCAG-3‘) 

và M13R (5‘-

CAGGAAACAGCTATGAC-3‘) 

hoặc các amplicon cổ khuẩn, 

A341f(56) và Ar958r (8). Các 

primer M13F/R đặc trƣng cho 

từng vector đƣợc sử dụng để 

khuếch đại các đoạn insert từ các 

dòng vô tính vi khuẩn thu đƣợc 

với các primer 27F và DXR518 

để ngăn chặn sự khuếch đại của 

gen 16S rDNA của Escherichia 

coli host. Các sản phẩm PCR 

đƣợc tiêu hoá (2 tiếng, 37 độ) 

với MspI và Hhal đối với các 

dòng vô tính  vi khuẩn và với 

Hhal và RsaI đối với dòng vô 

tính cổ khuẩn. 

Insert: chèn 

Dòng vô tính đƣợc phân nhóm 

theo các dải Đa hình độ dài đoạn 



patterns, and representative 

clones were sequenced as previ-

ously described (31). RFLP 

groups containing two or more 

members had rep-resentative 

clones sequenced.  

 

Multiple representative clones 

were sequenced from RFLP 

groups containing five or more 

members to verify group 

integrity. A limited number of 

clones from those RFLP groups 

containing a single member were 

also sequenced.  

 

All calculations were based upon 

the number of clones 

incorporated in RFLP groups 

that had representative clones 

sequenced. Se-quencing was 

performed at the Georgia 

Institute of Technology core 

DNA facility with a BigDye 

Terminator v3.1 cycle 

sequencing kit on an automated 

capillary sequencer (model 3100 

Gene Analyzer; Applied 

Biosystems). Inserts were 

sequenced multiple times on 

each strand. Prior to comparative 

sequence analysis, vector 

sequences flanking the bacterial 

16S crDNA insert were 

manually removed. 

 

 

 

 

Phylogenetic and rarefaction 

cắt giới hạn (RFLP), và các dòng 

vô tính tiêu biểu đƣợc xác định 

trình tự nhƣ đã mô tả trƣớc đó. 

RFLP có chứa hai hoặc nhiều 

thành viên có các dòng vô tính 

đại diện đƣợc xác định trình tự. 

Nhiều dòng vô tính tiêu biểu 

đƣợc xác định trình tự từ các 

nhóm RFLP chứa 5 hoặc nhiều 

thành viên để xác minh tính toàn 

vẹn nhóm. Một số lƣợng giới 

hạn các dòng vô tính từ các 

nhóm RFLP đó chứa một thành 

viên duy nhất cũng đƣợc xác 

định trình tự. Tất cả các tính toán 

dựa trên số dòng vô tính kết hợp 

vào trong các nhóm RFLP có các 

dòng vô tính tiêu biểu đƣợc xác 

định trình tự. Việc xác định trình 

tự đƣợc thực hiện tại Viện công 

nghệ Georgia phòng core DNA 

với bộ công cụ xác định trình tự 

chu trình BigDye Terminator 

v3.1 trên một máy xác định trình 

tự mao dẫn tự động (mô đun 

3100 Gene Analyzer; Applied 

Biosystems). Các đoạn insert 

đƣợc xác định trình tự nhiều lần 

trên mỗi strand (sợi). Trƣớc khi 

phân tích so sánh trình tự, chuỗi 

vector ở hai bên của đoạn insert 

16S crDNA vi khuẩn đƣợc loại 

bỏ thủ công. 

Phân tích phát sinh loài và phân 



analysis. Sequence analysis was 

preformed as previously 

described (31). Multiple 

sequences of individual inserts 

were initially aligned with the 

program BLAST 2 Sequences 

(50) available through the Na-

tional Center for Biotechnology 

Information and assembled with 

the program BioEdit v5.0.9 (16). 

Sequences were checked for 

chimeras with Chimera Check 

from Ribosomal Database 

Project II (28). Sequences from 

this study and refer-ence 

sequences, as determined by 

BLAST analysis, were 

subsequently aligned with 

CLUSTALX v1.81 (52). 

 

 

 

 

 

An average of 500 (Bacteria 

clones) to 600 (Archaea clones) 

nucleotides were included in the 

final phylogenetic analyses. 

Neighbor-joining trees were 

created from the shortened 

sequence alignments. The 

bootstrap data represent 1,000 

samplings. The final trees were 

viewed with NJPlot (37) and 

TreeView v1.6.6, available at 

http://taxonomy.zoology.gla.ac.u

k/rod/treeview.html. Rarefaction 

analysis was performed with the 

equations as described in Heck et 

al. (18).  

tích loãng. Quá trình phân tích 

trình tự đƣợc thực hiện nhƣ mô 

tả trƣớc đây (31). Nhiều chuỗi 

của từng đoạn insert đầu tiên 

đƣợc định hƣớng bằng chƣơng 

trình BLAST 2 Sequences (50) 

có sẵn ở Trung Tâm Thông Tin 

Công Nghệ Sinh Học Quốc Gia 

và kết hợp với chƣơng trình 

BioEdit v5.0.9 (16). Các chuỗi 

đƣợc kiểm tra chimera với 

Chimera Check từ dự án cơ sở 

dữ liệu Ribosome II (28). Các 

chuỗi từ nghiên cứu này và chuỗi 

tham chiếu, đƣợc xác định bởi 

phân tích BLAST sau đó đƣợc 

định hƣớng bằng CLUSTALX 

v1.81 (52). 

Align: cũng có thể dịch là ―xếp 

hàng‖ 

Trung bình 500 (dòng vô tính vi 

khuẩn) đến 600 nucleotide (dòng 

vô tính cổ khuẩn) đƣợc đƣa vào 

phân tích phát sinh loài. Các cây 

phả hệ đƣợc tạo thành từ sự sắp 

xếp trình tự rút ngắn. Các dữ liệu 

ban đầu đại diện cho 1000 lần 

lấy mẫu. Các cây cuối cùng đƣợc 

hiển thị với NJPlot (37) và 

TreeView v1.6.6, có tại 

http://taxonomy.zoology.gla.ac.u

k/rod/treeview.html. Phân tích 

chế độ loãng đƣợc thực hiện với 

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html


 

 

 

Standard calculations were used 

to produce the curve with the 

total number of clones obtained 

compared to the number of 

clones representing each unique 

RFLP pattern. The percent 

coverage (C) of the clone 

libraries was calculated 

according to the equation C = [1 

— (nj/N)] X 100 (15, 32), where 

nj is the number of unique clones 

as determined by RFLP analysis 

and N is the total number of 

clones in the library. 

 

Nucleotide sequence accession 

numbers. The 61 16S crDNA 

gene nucleotide sequences have 

been deposited in the GenBank 

database under accession num-

bers AY32449 to AY324550. 

 

RESULTS 

RNA was extracted from three 

different sediment depths (0 to 2, 

6 to 8, and 10 to 12 cm) from 

sites with overlying orange- or 

white-pigmented microbial mats 

from gas hydrate- bearing cold-

seep locations in the Gulf of 

Mexico. The purified RNA was 

of sufficient quality and quantity 

to be reverse transcribed, 

amplified with 16S domain-

specific PCR primers, and 

cloned.  

 

các phƣơng trình nhƣ mô tả 

trong Heck và các cộng sự (18). 

Chúng tôi sử dụng các tính toán 

tiêu chuẩn để tạo ra các đƣờng 

cong với tổng số các dòng vô 

tính thu đƣợc đƣợc so sánh với 

số dòng vô tính đại diện cho mỗi 

kiểu RFLP độc nhất. Mức độ bao 

phủ của các thƣ viện dòng vô 

tính đƣợc tính theo phƣơng trình 

C=[1-(nj/N)]x100 (15, 32), với 

nj là số lƣợng dòng vô tính duy 

nhất đƣợc xác định bởi phân tích 

RFLP và N là tổng số dòng vô 

tính trong thƣ viện.  

Số đăng ký trình tự Nucleotide 

61 chuỗi nucleotide gen 16S 

crDNA đƣợc gửi vào cơ sở dữ 

liệu ngân hàng gen với số đăng 

kí từ AY32449 đến AY324550 

KẾT QUẢ 

RNA đƣợc chiết từ 3 độ sâu khác 

nhau ( 0 đến 2, 6 đến 8, và 10 

đến 12 cm) từ các vị trí thảm vi 

sinh màu cam và trắng xen phủ ở 

vị trí phun lạnh tạo khí hydrat ở 

vịnh Mehico. RNA tinh chế đảm 

bảo về số lƣợng và chất lƣợng để 

dùng cho thao tác phiên mã 

ngƣợc, đƣợc khuyếch đại với các 

primer PCR chuyên biệt vùng 

16S, và đƣợc nhân bản vô tính. 



Microbial cell numbers in 

sediments with overlying 

orange- and white-pigmented 

mats were quantified by direct 

microscopy. Cell counts per 

gram of sediment were 1.1 X 

108 (0 to 2 cm), 4.6 X 107 (6 to 

8 cm), and 4.4 X 107 (10 to 12 

cm) for the orange-pigmented 

microbial mat samples and 1.9 X 

107 (0 to 2 cm), 7.3 X 106 (6 to 

8 cm), and 1.7 X 107 (10 to 12 

cm) for the white-pigmented 

microbial mat samples.  

Direct micro-scopic examination 

of individual giant filaments 

from orange- and white-

pigmented mats revealed few if 

any gross morphological 

differences (data not shown). 

These observations were 

consistent with previous 

assignments of these filamentous 

bacteria to the genus Beggiatoa 

(33). It should be noted, 

however, that while Beggiatoa 

spp. dominated these mats, other 

as yet unidentified 

microorganisms were also 

present. 

 

RFLP and rarefaction analyses 

of 16S crDNA libraries. A total 

of 185 Bacteria and 185 Archaea 

crDNA sequences from 

sediments with overlying 

orange-pigmented mats and 144 

Bacteria and 148 Archaea clones 

from sediments with white-

pigmented mats were grouped 

Số lƣợng các tế bào của vi sinh 

vật trong trầm tích với lớp thảm 

màu cam và trắng đƣợc định 

lƣợng bằng kính hiển vi trực 

tiếp. Số lƣợng các tế bào trên 1 

gam trầm tích là 1,1x108 (0 đến 

2cm), 4,6x107 (6 đến 8cm), và 

4,4x107 (10 đến 12cm)  cho các 

mẫu thảm vi sinh màu cam và 

1,9x107 (0 đến 2cm), 7,3x106 (6 

đến 8cm), và 1,7x107 (10 đến 

12cm) cho thảm vi sinh màu 

trắng. Phép kiểm tra hiển vi trực 

tiếp từng sợi lớn từ các thảm 

màu cam và trắng cho thấy một 

vài sự khác biệt về hình thái tổng 

thể ( không đƣa ra dữ liệu). 

Những quan sát này cũng phù 

hợp với các nghiên cứu trƣớc 

đây về các vi khuẩn dạng sợi 

thuộc chi Beggiatoa (33). Tuy 

nhiên, nên lƣu ý rằng trong khi 

Beggiatoa spp chiếm ƣu thế ở 

những thảm này, cũng có nhiều 

sinh vật khác xuất hiện nhƣng 

chƣa đƣợc xác định. 

Phân tích RFLP và phân tích chế 

độ loãng các thƣ viện 16S 

crDNA. Tổng cộng có 185 chuỗi 

crDNA vi khuẩn và 185 chuỗi 

crDNA của cổ khuẩn từ trầm tích 

với các thảm màu cam xen phủ 

và 144 dòng vô tính vi khuẩn và 

148 dòng vô tính cổ khuẩn từ 



according to RFLP patterns (data 

not shown).  

 

 

Rarefaction analysis (Fig. 1) and 

percent coverage were calculated 

to determine if a sufficient 

number of clones were examined 

to estimate diversity within each 

of the clone libraries sampled. 

Curves generated for crDNA 

clones obtained from both mat 

communities with the Bacteria 

primer sets did not indicate 

saturation (Fig. 1), while percent 

coverage was determined to be 

92.4 and 89.6% for the orange- 

and white-pigmented mat 

libraries, respectively (15). 

 

 

 

 

 

 

Although additional sampling of 

clones would be necessary to 

reveal the full extent of diversity, 

numerically dominant RFLP 

groups were obtained (Table 1). 

Specifically, one dominant 

bacterial phylotype from the 

white-pigmented mat (clone 

GoM 4702B-09) and orange-

pigmented mat (clone GoM 

5268WB-5) libraries comprised 

15 and 18% of all clones, 

respectively (Table 1). In 

contrast, for those libraries 

obtained from both microbial 

trầm tích với thảm  màu trắng 

đƣợc phân loại theo mô hình  

RFLP (không đƣa ra dữ liệu). 

Phân tích chế độ loãng (hình 1) 

và phần trăm bao phủ đƣợc tính 

toán để xác định xem số dòng vô 

tính đƣợc kiểm tra để ƣớc lƣợng 

sự đa dạng trong mỗi thƣ viện 

dòng vô tính đƣợc lấy mẫu có 

đầy đủ hay chƣa. Các đƣờng 

cong đƣợc tạo ra cho các dòng 

vô tính crDNA thu đƣợc từ cả 

hai thảm với các tập hợp primer 

vi khuẩn không thể hiện hiệu 

ứng bão hòa (hình 1), trong khi 

phần trăm bao phủ đƣợc xác 

định tƣơng ứng là 92.4& và 

89.6% cho các thƣ viện thảm 

màu cam và trắng. 

 

 

Mặc dù việc lấy mẫu bổ sung các 

dòng vô tính là cần thiết để thấy 

đƣợc toàn bộ mức độ đa dạng, 

chúng tôi đã thu đƣợc các nhóm 

RFLP chiếm ƣu thế về mặt số 

lƣợng (Bảng 1). Đặc biệt, một 

loài vi khuẩn chuyên biệt chiếm 

ƣu thế từ các thƣ viện thảm sắc 

tố trắng (dòng vô tính GoM 

4702B-09) và các thảm sắc tố 

cam tƣơng ứng cấu thành 15 và 

18% tất cả các dòng vô tính 

tƣơng ứng (Bảng 1). Trái lại, đối 

với các thƣ viện thu đƣợc từ cả 

hai loại thảm vi sinh với các 



mat types with Archaea-specific 

primers, the curves indicated 

saturation and the percent 

coverage was 94.6 and 97.3% for 

the orange- and white-pigmented 

mats, respectively. Thus, a 

sufficient number of clones were 

sampled to be representative of 

the archaeal diversity in these 

libraries (Fig. 1). Numerically 

dominant phylotypes, containing 

16 to 43% of all archaeal clones, 

were also obtained for each of 

these libraries (Table 2). 

 

Phylogenetic diversity of 

metabolically active Bacteria.  

 

Analysis of the 329 rRNA-

derived Bacteria clones 

representing all three sediment 

depths associated with overlying 

orange- and white-pigmented 

microbial mat samples indicated 

a greater diversity relative to the 

Archaea clone libraries (Fig. 1). 

Bacteria clones were most 

similar to as yet uncultured 

bacterial lineages (Table 1). A 

total of 49 distinct RFLP patterns 

(data not shown) representing 

seven phylogenetic lineages 

were detected (Table 1). A 

considerable majority of the 

clones (93%) were representative 

of the phylum Proteobacteria 

(Fig. 2). 

h-Proteobacteria. A total of 72% 

of all bacterial clones examined 

were most closely related to the 

primer đặc trƣng cho từng loại 

cổ khuẩn, các đƣờng cong tƣơng 

ứng cho thấy sự bão hòa và phần 

trăm bao phủ là 94.6 và 97.3% 

đối với các thảm sắc tố cam và 

sắc tố trắng. Vì thế, số dòng vô 

tính đƣợc lấy mẫu là tiêu biểu 

cho tính đa dạng của cổ khuẩn 

trong các thƣ viện này (Hình 1). 

Những loài vi khuẩn chuyên biệt 

chiếm ƣu thế về số lƣợng, chứa 

16 đến 43% tất cả các dòng vô 

tính cổ khuẩn, thu đƣợc cho mỗi 

thƣ viện này (Bảng 2).   

 

Sự đa dạng về mặt phát sinh loài 

của Vi Khuẩn có hoạt động trao 

đổi chất.  

Phân tích 329 dòng vô tính vi 

khuẩn có nguồn gốc từ rRNA đại 

diện cho tất cả ba độ sâu trầm 

tích gắn liền với các mẫu thảm vi 

khuẩn màu cam và màu trắng 

cho thấy sự đa dạng lớn hơn so 

với các thƣ viện dòng vô tính cổ 

khuẩn (Hình 1). Các dòng vô 

tính vi khuẩn cũng gần giống 

nhƣ  các dòng vi khuẩn không 

hình thành bằng con đƣờng nuôi 

cấy (Bảng 1). Tổng cộng 49 kiểu 

RFLP khác nhau (không đƣa ra 

dữ liệu) đại diện cho bảy dòng 

phát sinh loài đã đƣợc phát hiện 

(Bảng 1). Phần lớn các dòng vô 

tính (93%) là đại diện của ngành 

Proteobacteria (Hình 2). 

 

h-Proteobacteria. Tổng cộng có 

72% trong số tất cả các dòng vô 

tính vi khuẩn đƣợc kiểm tra đều 



class Ò-Proteobacteria. Included 

was the most numerically 

dominant phylotype in the 

bacterial clone library, 

designated delta-3 (15% of the 

total library; Table 1). The delta-

3 phylotype, most similar (99%) 

to a noncultured microorganism 

initially identified from the Cas- 

cadia Margin, was detected more 

frequently at 6 to 8 cm and 10 to 

12 cm regardless of mat type 

(Fig. 3 and 4).  

 

 

In contrast to delta-3, the 

phylotypes delta-9 and delta-5 

(Table 1) occurred three- to 

fivefold more frequently in 

sediments covered with orange-

pigmented mats relative to 

clones from white-pigmented 

mats (Fig. 3). Phylotype delta-4 

was found exclusively associated 

with the orange-pigmented mat 

(Fig. 3) and only at the upper (0 

to 2 cm) depth (Fig. 4). Whereas 

the highest incidence of 

metabolically active delta-4, 

delta-5, and delta-9 phylotypes 

occurred in sediments associated 

with the orange- pigmented 

mats, phylotypes delta-1, delta-6, 

and delta-12 were most 

dominant in sediments 

associated with the white-pig-

mented mats (Fig. 3). These 

phylotypes exhibited a 3.8- to 

11-fold-greater incidence in 

sediments associated with white- 

có liên quan mật thiết với lớp vi 

khuẩn O-Proteobacteria. Trong 

đó bao gồm hầu hết các vi khuẩn 

chuyên biệt chiếm ƣu thế về mặt 

số lƣợng trong các thƣ viện dòng 

vô tính vi khuẩn – có tên là vi 

khuẩn delta-3 (15% tổng số thƣ 

viện; Bảng 1). Các vi khuẩn 

chuyên biệt delta-3, gần giống 

nhƣ một vi sinh vật không đƣợc 

nuôi cấy (99%) ban đầu đƣợc 

xác định từ vùng Cas-cadia, 

đƣợc phát hiện thƣờng xuyên  ở 

độ sâu 6-8 cm và 10-12 cm bất 

kể loại thảm nào (Hình 3 và 4) . 

Ngƣợc với delta-3, các loài vi 

khuẩn chuyên biệt delta-9 và 

delta-5 (Bảng 1) xuất hiện  

thƣờng xuyên hơn ba đến năm 

lần trong các trầm tích đƣợc bao 

phủ bởi các thảm sắc tố cam so 

với các dòng vô tính từ thảm sắc 

tố  trắng  (Hình 3). Ngƣời ta thấy 

rằng vi khuẩn chuyên biệt delta-

4 chỉ gắn với thảm sắc tố cam  

(Hình 3) và chỉ ở độ sâu nhỏ (0-2 

cm) (Hình 4). Trong khi đó, tỷ lệ 

cao nhất của các vi khuẩn delta-

4, delta-5 và delta-9 có hoạt 

động trao đổi chất xuất hiện 

trong trầm tích gắn với thảm 

màu cam, loài vi khuẩn delta-1, 

delta-6, và delta-12 có nhiều 

nhất trong trầm gắn với thảm 

trắng (Hình 3). Các loài vi khuẩn 

chuyên biệt này xuất hiện trong 

trầm tích gắn với thảm trắng 

nhiều hơn 3,8 đến 11 lần  so với 

các dòng vô tính gắn với thảm 

màu cam. Trong khi delta-1 chỉ 



pigmented mats relative to 

clones associated with overlying 

orange mats. While delta-1 was 

exclusively detected at 0 to 2 cm 

(Fig. 4), phylotypes delta-6 and 

delta-12 were most frequently 

detected (5- and 18-fold, 

respectively) at the lower depths 

(6 to 8 and 10 to 12 cm; Fig. 4). 

 

y-Proteobacteria. The second 

most dominant group of bacterial 

phylotypes was most similar to 

several noncultured 

microorganisms, including 

Beggiatoa sp. ‗Monterey 

Canyon‘ (2) (Fig. 2), all 

clustering within the class y-

Proteobacteria (22% of all 

clones; Table 1). The phylotypes 

associated with the overlying 

orange-pigmented mat most 

closely related to the Beg- giatoa 

sp. ‗Monterey Canyon‘ were 

either predominantly (i.e., 

gamma-1) or exclusively (i.e., 

gamma-3 and gamma-4) located 

at 0 to 2 cm (Fig. 3 and 4).  

NGỌC QUÍ KẾT THÚC 

In contrast, phylotypes gamma-2 

and gamma-5 (Fig. 3) were more 

frequently detected in sedi-ments 

covered with white-pigmented 

mats and were most similar to 

clones previously characterized 

as mussel endo-symbionts (Table 

1). These were the only 

metabolically active y-

Proteobacteria-related clones 

detected at 10 to 12 cm (Fig. 4).  

đƣợc tìm thấy ở độ sâu 0-2 cm 

(Hình 4), delta-6  và delta-12 

đƣợc tìm thấy thƣờng xuyên nhất 

(tƣơng ứng là 5 18 lần) ở độ sâu 

thấp hơn (6-8 và 10 đến 12 cm; 

Hình 4) 

 

 

 

 

Vi khuẩn y-Proteobacteria. 

Nhóm vi khuẩn chuyên biệt trội 

hơn thứ hai hầu nhƣ rất giống 

với một số vi sinh vật không 

đƣợc nuôi cấy, trong đó có 

Beggiatoa sp. 'Monterey Canyon 

(2) (Hình 2), tất cả các phân 

nhóm trong lớp y-Proteobacteria 

(22% tất cả các dòng vô tính; 

Bảng 1). Các loài vi khuẩn 

chuyên biệt  gắn với thảm màu 

cam che phủ có liên quan chặt 

chẽ nhất với Beg-giatoa sp. 

'Monterey Canyon' hoặc chiếm 

ƣu thế (ví dụ, gamma-1) hoặc 

chuyên biệt (ví dụ, gamma-3 và 

gamma-4) độ sâu 0 đến 2 cm 

(Hình 3 và 4). 

 

Trái lại, các vi khuẩn chuyên biệt 

gamma-2 và gamma-5 (Hình 3) 

thƣờng xuất hiện trong các trầm 

tích đƣợc phủ với các thảm sắc 

tố trắng và hoàn toàn giống với 

các dòng vô tính đã đƣợc nghiên 

cứu trƣớc đây dƣới dạng mussel 

endosymbionts (cộng sinh với 

trai-một loại động vật ở biểu) 

(Bảng 1). Đây là các dòng vô 

tính mang hoạt tính trao đổi chất 



 

 

Phylotypes gamma-2 and 

gamma-3 were most related 

(98% similar) to each other (Fig. 

2). However, BLAST results 

indicated these phylotypes were 

93% similar to two different 

environmental clones (Table 1). 

 

 

e-Proteobacteria. The remaining 

Proteobacteria-related clones 

were located on two different 

clades within the class £-Proteo- 

bacteria (Fig. 2). The epsilon-1 

phylotype, highly similar (97%) 

to a previously identified cold-

seep clone (Table 1), occurred in  

sediments covered with orange- 

and white-pigmented mats and 

was not detected any more 

frequently at any particular depth 

(Fig. 3 and 4). In contrast, the 

epsilon-2 phylotype, 98% similar 

to an uncultured clone first 

isolated from the Japan Trench 

which had also been obtained by 

reverse transcription-pCR (21) 

(Table 1), was exclusively 

obtained from sediments 

associated with the overlying 

orange-pigmented mat (Fig. 3) 

and predominately from 0 to 2 

cm (four of six clones; Fig. 4). 

 

Nonproteobacterial lineages. In 

contrast to numerous Pro- 

teobacteria -related phylotypes, 

clones exhibiting similarity to 

có họ hàng với y-Proteobacteria 

đƣợc phát hiện ở độ sâu 10 đến 

12 cm (Hình 4).  Các vi khuẩn 

chuyên biệt gamma-2 và 

gamma-3 có họ hàng rất gần 

nhau (giống nhau đến 98%) 

(Hình 2). Tuy nhiên, các kết quả 

BLAST cho thấy các vi khuẩn 

chuyên biệt này giống đến 93% 

với hai dòng vô tính môi trƣờng 

khác (Bảng 1). 

e-Proteobacteria Các dòng vô 

tính có họ hàng với 

Proteobacteria còn lại nằm trên 

hai nhóm khác trong lớp £-

Proteo- bacteria (Hình. 2). Vi 

khuẩn chuyên biệt Epsilon-1, rất 

giống với (97%) dòng vô tính 

phun lạnh đã đƣợc định danh 

trƣớc đây (Bảng 1), xuất hiện 

trong các trầm tích đƣợc phủ các 

thảm sắc tố cam và trắng và 

không xuất hiện thƣờng xuyên ở 

một độ sâu cụ thể nào (Hình 3 và 

4). Ngƣợc lại, vi khuẩn chuyên 

biệt epsilon-2, giống 98% với 

dòng vô tính không nuôi cấy 

đƣợc phân lập đầu tiên từ các 

mƣơng rãnh ở Nhật Bản, cũng 

thu đƣợc bằng phƣơng pháp pCR 

phiên mã ngƣợc (21) (Bảng 1), 

chỉ xuất hiện trong các trầm tích 

gắn với thảm sắc tố cam xen phủ 

(Hình 3) và chủ yếu từ 0-2 cm 

(bốn đến sáu dòng vô tính;. Hình 

4). 

Các dòng không thuộc 

proteobacterial. Trái ngƣợc với 

nhiều vi khuẩn chuyên biệt có họ 

hàng với Pro-teobacteria, các 



the classes Planctomycetacia, 

Verrucomicrobia, and 

Chloroflexi appeared to exhibit 

potential mat specificity. For 

example, Planctomycetacia-

related clones, represented by 

four distinct phylotypes (n = 9; 

Table 1), were detected almost 

exclusively at lower sediment 

depths covered with white-

pigmented mats (Fig. 3 and 4). 

The Verrucomicrobia- (n = 3) 

and Chloroflexi- related (n = 5) 

clones were detected at various 

sediment depths and associated 

exclusively with the overlying 

orange- pigmented mat (Fig. 3 

and 4). Clones from each of 

these three classes were most 

closely related to environmental 

clones (Table 1) that have only 

been previously obtained from 

DNA-derived clone libraries. 

The remaining non-

proteobacteria-related clones 

were most similar to the class 

Sphingobacteria and were 

detected in sediments covered 

with orange- and white-

pigmented mats at 0 to 2 and 6 to 

8 cm, respectively (Fig. 3 and 4) 

 

Phylogenetic diversity of 

metabolically active Archaea. A 

total of 333 rRNA-derived 

Archaea clones, obtained from 

sediments with overlying 

orange- and white-pigmented 

microbial mats, grouped into 21 

distinct RFLp patterns (data not 

dòng vô tính thể hiện những tính 

chất giống với các lớp 

Planctomycetacia,Verrucomicro

bia, và Chloroflexi thể hiện các 

điểm đặc trƣng của thảm. Ví dụ, 

các dòng vô tính có họ hàng với 

Planctomycetacia, tiêu biểu là 

bốn vi khuẩn chuyên biệt khác 

nhau (n = 9; Bảng 1), hầu nhƣ 

chỉ xuất hiện trong trầm tích có 

độ sâu nhỏ đƣợc bao phủ bởi các 

thảm sắc tố trắng (Hình 3 và 4). 

Ngƣời ta đã phát hiện  đƣợc các 

dòng vô tính có họ hàng với 

Verrucomicrobia-(n = 3) và 

Chloroflexi (n = 5) ở các độ sâu 

trầm tích khác nhau và chỉ gắn 

với thảm sắc tố cam (Hình 3 và 

4). Các dòng vô tính từ một 

trong ba lớp này có họ hàng gần 

nhất với các dòng vô tính môi 

trƣờng (Bảng 1) đã thu đƣợc 

trƣớc đây từ các thƣ viện dòng 

vô tính có nguồn gốc DNA. Các 

dòng vô tính còn lại có họ hàng 

với những vi khuẩn không thuộc 

proteobacteria rất giống với lớp 

Sphingobacteria và đã đƣợc phát 

hiện trong các trầm tích đƣợc 

bao phủ với các thảm sắc tố cam 

và trắng ở 0 đến 2 và 6 đến 8 cm 

(Hình 3 và 4) 

Sự đa dạng phát sinh loài của các 

Cổ khuẩn có hoạt tính trao đổi 

chất. Tổng cộng có 333 cổ khuẩn 

vô tính có nguồn gốc từ rRNA, 

thu đƣợc từ các trầm tích đƣợc 

phủ các thảm sắc tố cam và 

trắng, đƣợc xếp thành 21 dạng 

RFLP khác nhau (không đƣa ra 



shown), and representative 

clones from all patterns were 

sequenced (Table 2). 

Interestingly, these 21 RFLp 

groups represented only two 

phylogenetic lineages, 

Crenarcheota and the Eur- 

yarchaeotal ANME-2 cluster of 

the order Methanosarcinales. 

ANME-2. The majority of 

Archaea clones (95%; Table 2) 

were related to a distinct clade of 

Methanosarcinales known as 

ANME-2 (35). Members of this 

cluster have been detected 

previously in methane seep 

environments with sediment 

profiles indicative of anaerobic 

methane oxidation activity (19, 

24, 35, 51). The ANME-2 

cluster has been divided into four 

distinct subgroups, designated A, 

B, C, and D (Fig. 5) (31, 35). 

Clones representing all four of 

these subgroups were detected in 

this study (Fig. 5). Subgroup A 

was numerically dominant in the 

clone library (n = 145), while 

subgroup C exhibited the 

greatest intraclade genetic 

diversity (n = 7) relative to the 

other ANME-2 subgroups (Table 

2). The phylotype ANME- 2A-1 

comprised 43% of the total 

Archaea library (Table 2) and 

was most frequently detected in 

sediments covered with white- 

pigmented mats. We also 

observed a significantly greater 

(P <0.05) number of ANME-2A-

dữ liệu), và các dòng vô tính tiêu 

biểu từ tất cả các dạng đƣợc xác 

định trình tự (Bảng 2). Một điều 

thú vị là, 21 nhóm RFLP này chỉ 

đại diện cho hai dòng phát sinh 

loài, nhóm Crenarcheota và Eur-

yarchaeotal anme-2 của bộ 

Methanosarcinales. 

 

Anme-2. Phần lớn các dòng vô 

tính cổ khuẩn (95%; Bảng 2) có 

họ hàng với một nhánh riêng biệt 

của Methanosarcinales đƣợc gọi 

là anme-2 (35). Các thành viên 

của nhóm này trƣớc đây đã đƣợc 

phát hiện trong các môi trƣờng 

tạo khí mêtan với các biên dạng 

trầm tích cho thấy hoạt tính oxy 

hóa mêtan kỵ khí (19, 24, 35, 

51). Nhóm anme-2 đã đƣợc chia 

thành bốn nhóm con riêng biệt, 

là A, B, C, và D (Hình 5) (31, 

35). Các dòng vô tính đại diện 

cho tất cả bốn nhóm con này 

đƣợc phát hiện trong nghiên cứu 

này (Hình 5). Nhóm con A 

chiếm ƣu thế về số lƣợng trong 

thƣ viện dòng vô tính (n = 145), 

trong khi nhóm con C thể hiện 

sự đa dạng gen bên trong lớp 

nhiều nhất (n = 7) đối với các 

nhóm con anme-2 khác (Bảng 

2). Các vi khuẩn chuyên biệt 

anme-2A-1 tạo thành 43% trong 

tổng số thƣ viện cổ khuẩn (Bảng 

2) và đã đƣợc phát hiện thƣờng 

xuyên nhất trong các trầm tích 

đƣợc bao phủ với các thảm sắc 

tố trắng. Chúng tôi cũng ghi 

nhận một số dòng vô tính anme-



1 clones at 0 to 2 cm (see Fig. 7). 

 

In contrast, a comparable 

number of ANME-2B-1 clones, 

related to ANME-2 subgroup B, 

were detected in sediments  

 

Fig. 4. Comparison between 16S 

crDNA Bacteria clones obtained 

from specific depths in 

sediments associated with 

orange- and white- pigmented 

mats. Clones are 

phylogenetically grouped 

according to sequence analysis 

data. Numbers along the abscissa 

denote unique phylotypes as 

determined by RFLP analysis 

and are consistent with the 

phylotype names in Table 1. 

covered with both mat types 

(Fig. 6). This phylotype was 

recovered from sediments 

associated with orange-

pigmented mats and only 

detected at 0 to 2 cm, while 

clones obtained from white-mat-

covered sediments predominated 

at 10 to 12 cm (13 of 18 clones; 

Fig. 7).  

Therefore, this metabolically 

active phylotype appeared to 

exhibit depth specificity relative 

to mat type. Clones related to the 

subgroup ANME-2C were 

dominated by two phylotypes, 

ANME-2C-1 and ANME-2C-2 

(Table 2), and were most related 

to environmental clones 

previously isolated from a cold 

2A-1 lớn hơn đáng kể (P<0.05) ở 

0 đến 2 cm (xem hình. 7). 

Ngƣợc lại, một số dòng vô tính 

anme-2B-1 tƣơng đƣơng, có họ 

hàng với nhóm con anme-2 

nhóm B, đã đƣợc phát hiện trong 

trầm tích  

Hình 4. So sánh giữa các dòng vi 

khuẩn vô tính 16S crDNA thu 

đƣợc từ các độ sâu cụ thể trong 

trầm tích gắn liền với các thảm 

sắc tố cam và trắng. Về mặt phát 

sinh loài, các dòng vô tính đƣợc 

phân loại theo dữ liệu phân tích 

trình tự. Số dọc theo trục hoành 

biểu thị các vi khuẩn chuyên biệt 

đặc trƣng nhƣ đã đƣợc xác định 

qua phân tích RFLP và phù hợp 

với tên vi khuẩn chuyên biệt 

trong Bảng 1. 

đƣợc bao phủ với cả hai loại 

thảm (Hình 6). Vi khuẩn chuyên 

biệt này đƣợc phục hồi từ các 

trầm tích gắn với  các thảm sắc 

tố cam và chỉ đƣợc phát hiện ở 

độ sâu 0 đến 2 cm, trong khi các 

dòng vô tính thu đƣợc từ các 

trầm tích đƣợc phủ thảm trắng 

chiếm ƣu thế ở độ sâu từ 10 đến 

12 cm (13 trong số 18 dòng vô 

tính;. Hình 7). Vì vậy, vi khuẩn 

chuyên biệt có hoạt tính trao đổi 

chất này có khả năng thể hiện 

đặc trƣng chiều sâu  đối với loại 

thảm. Các dòng vô tính có họ 

hàng với nhóm con anme-2C do 

hai vi khuẩn chuyên biệt chiếm 

ƣu thế, anme-2C-1 và anme-2C-

2 (Bảng 2), và có họ hàng gần 

nhất với các dòng vô tính môi 



methane seep locale in the Eel 

River Basin (35). Both of these 

phylotypes were more fre-

quently detected in sediments 

associated with overlying 

orange-pigmented mats (Fig. 6) 

and were metabolically active at 

all sampled sediment depths 

(Fig. 7). However, ANME-2C-1 

was significantly (P < 0.05) 

more active at the lower depths 

sampled (6 to 8 and 10 to 12 cm; 

Fig. 7). 

The remaining five ANME-2C-

related phylotypes were detected 

at a low frequency (10 of 333) 

and were predominately 

metabolically active at 0 to 2 and 

6 to 8 cm (Fig. 7). The fourth 

ANME-2 subgroup, designated 

ANME-2D, was first observed in 

Archaea-specific 16S rRNA 

gene libraries derived from total 

DNA extracted from sediments 

directly associated with surface-

breaching gas hydrate (31). In 

the present study, two distinct 

phylotypes from this subgroup 

were identified (Fig. 5). The 

phylotype denoted ANME-2d-1 

was closely related (99.8% 

similar) to the dominant ANME-

2D phylotype reported by Mills 

et al. (31) and was most 

frequently (fivefold) detected in 

orange-mat-covered sediments 

(Fig. 6). However, the ANME- 

2D-2 phylotype was genetically 

divergent, having only 92% 

sequence similarity to GoM 

trƣờng trƣớc đây đã đƣợc phan 

lập từ vị trí phun metan lạnh ở 

Eel River Basin (35). Cả hai vi 

khuẩn chuyên biệt này thƣờng 

xuyên xuất hiện trong các trầm 

tích gắn liền với các thảm sắc tố 

cam (Hình 6) và có hoạt tính trao 

đổi chất ở tất cả các độ sâu trầm 

tích đƣợc lấy mẫu (Hình 7). Tuy 

nhiên, anme-2C-1 hoạt động 

mạnh đáng kể (P <0,05) ở độ sâu 

lấy mẫu nhỏ hơn (6-8 và 10-12 

cm;. Hình 7). 

Năm vi khuẩn chuyên biệt có họ 

hàng với anme-2C còn lại đƣợc 

phát hiện với tần suất thấp (10 

trong số 333) và chủ yếu có hoạt 

động trao đổi chất ở độ sâu 0-2 

và 6-8 cm (Hình 7). Nhóm con 

anme-2 thứ tƣ, có tên là anme-

2D, lần đầu tiên đƣợc quan sát 

thấy trong các thƣ viện gen 16S 

rRNA chuyên biệt cho cổ khuẩn 

có nguồn gốc từ DNA đƣợc chiết 

trực tiếp từ các trầm tích gắn liền 

với khí hydrat thoát ra từ bề mặt 

(31). Trong nghiên cứu này, hai 

vi khuẩn chuyên biệt từ nhóm 

con này đƣợc định danh (Hình 

5). Vi khuẩn chuyên biệt kí hiệu 

là anme-2d-1 có họ hàng thân 

thuộc (giống nhau 99,8%) với vi 

khuẩn chuyên biệt anme-2D 

đƣợc ghi nhận bởi Mills và các 

cộng sự. (31) và xuất hiện 

thƣờng xuyên (gấp năm lần) 

trong các trầm tích đƣợc phủ 

thảm cam (Hình 6).Tuy nhiên, vi 

khuẩn chuyên biệt anme-2D-2 có 

sự khác nhau về mặt di truyền, 



GC234 606R (31) (Fig. 5) and 

was not specific to any particular 

mat type. 

 

Crenarchaeota. The remaining 

5% of the archaeal clones (n = 

15) were grouped into six 

distinct RFLP patterns (data not 

shown) forming three clades 

within the Crenarchaeota lineage 

(Fig. 5). Clones representing 

these six phylotypes were most 

similar to sequences obtained 

from noncultured 

microorganisms (Table 2 and 

Fig. 5). Phylotype Cren-1 

represented a majority of the 

Crenarchaeota-related clones (9 

of 15) and was most related 

(99% similar) to a 16S rRNA 

gene sequence isolated from 

surface sediments in the North 

Sea (55) (Fig. 5). In addition, 

phylotype Cren-1 was 

predominately active only at 0  

to 2 cm (eight of nine) and 

exclusively associated with the 

overlying orange-pigmented mat. 

Interestingly, with the exception 

of the single clone associated 

with the Cren-2 phylotype, all 

other Crenarchaeota-related 

clones obtained in the present 

study were isolated from orange-

mat-covered sediments (Fig. 6). 

DISCUSSION 

This study is the first to report 

the composition of the met- 

abolically active members of the 

archaeal and bacterial com-

chỉ có 92% chuỗi giống với 

GoM GC234 606R (31) (Hình 5) 

và không đặc trƣng cho bất kỳ 

loại thảm nào. 

Crenarchaeota. 5% dòng cổ 

khuẩn còn lại (n = 15) đƣợc chia 

thành sáu dạng RFLP khác nhau 

(không đƣa ra dữ liệu) tạo thành 

ba nhóm trong dòng 

Crenarchaeota (Hình 5). Các 

dòng vô tính tiêu biểu cho sáu vi 

khuẩn chuyên biệt này hầu hết 

đều giống với các chuỗi thu 

đƣợc từ các vi sinh vật không 

nuôi cấy (Bảng 2 và Hình. 5). Vi 

khuẩn chuyên biệt CREN-1 đại 

diện cho phần lớn các dòng vô 

tính có họ hàng với 

Crenarchaeota (9 trong số 15) và 

có họ hàng thân thuộc (giống 

nhau đến 99%) với một trình tự 

gen 16S rRNA đƣợc phân lập từ 

các trầm tích bề mặt ở Biển Bắc 

(55) (Hình 5). Ngoài ra, vi khuẩn 

chuyên biệt CREN-1 chủ yếu 

hoạt động chỉ ở độ sâu 0-2 cm 

(tám trong số chín) và gắn liền 

với các thảm sắc tố cam bao phủ. 

Điều thú vị là, ngoại trừ dòng vô 

tính gắn liền với vi khuẩn 

chuyên biệt CREN-2, tất cả các 

dòng vô tính có họ hàng với 

Crenarchaeota thu đƣợc trong 

nghiên cứu hiện tại đƣợc phân 

lập từ các trầm tích đƣợc phủ 

thảm sắc tố cam (Hình 6). 

THẢO LUẬN 

Đây là nghiên cứu đầu tiên báo 

cáo đặc tính của các thành viên 

có hoạt động trao đổi chất trong 



munities in gas hydrate 

sedimentary systems in the Gulf 

of  

fig. 6. Comparison between 16S 

crDNA Archaea clones obtained 

from sediments associated with 

overlying orange- and white-

pigmented mats. Clones are 

phylogenetically grouped 

according to sequence analysis 

data. Numbers along the abscissa 

denote unique phylotypes as 

determined by RFLP analysis 

and are consistent with the 

phylotype names in Table 2. 

 

 

Mexico. Moreover, to the best of 

our knowledge, this is also one 

of the first characterizations of 

metabolically active Ar- chaea 

from marine environments as 

determined by rRNA analysis 

and one of the first microbial 

community depth profiles of 

sediments associated with 

overlying microbial mats in 

cold-seep habitats. Inagaki et al. 

(21) recently reported that e- 

 

 

fig. 7. Comparison between 16S 

crDNA Archaea clones obtained 

from specific depths in 

sediments associated with 

overlying orange- and white-

pigmented mats. Clones are 

phylogenetically grouped 

according to sequence analysis 

data. Numbers along the abscissa 

cộng đồng vi khuẩn và cổ khuẩn 

trong hệ thống trầm tích khí 

hydrate trong Vịnh  

 

Hình. 6. So sánh giữa các dòng 

vô tính cổ khuẩn 16S crDNA thu 

đƣợc từ các trầm tích gắn liền 

với các thảm sắc tố cam và trắng. 

Về mặt phát sinh loài, các dòng 

vô tính đƣợc phân loại theo dữ 

liệu phân tích trình tự. Số dọc 

theo trục hoành biểu thị vi khuẩn 

chuyên biệt duy nhất đƣợc xác 

định qua phân tích RFLP và phù 

hợp với tên của vi khuẩn chuyên 

biệt trong Bảng 2. 

 

Mexico. Hơn nữa, theo chúng tôi 

đƣợc biết, đây là một trong 

những nghiên cứu đầu tiên xác 

định đặc tính của cổ khuẩn có 

hoạt động trao đổi chất từ môi 

trƣờng biển thông qua việc phân 

tích rRNA và một trong những 

biên dạng độ sâu đầu tiên của 

quần thể vi khuẩn của các trầm 

tích gắn liền với các thảm vi sinh 

bao phủ trong các môi trƣờng 

sống phun lạnh. Gần đây, 

Inagaki và các cộng sự. (21) đã 

phát hiện rằng 

Hình 7. So sánh giữa dòng vi 

khuẩn vô tính 16S crDNA từ các 

độ sâu cụ thể trong các trầm tích 

gắn với các thảm sắc tố xanh và 

trắng bao phủ. Về mặt phát sinh 

loài, các dòng vô tính đƣợc phân 

loại theo dữ liệu phân tích trình 

tự. Các số dọc theo trục hoành 

cho biết các vi khuẩn chuyên 



denote unique phylotypes as 

determined by RFLP analysis 

and are consistent with the 

phylotype names in Table 2.  

lacking microbial mats, £-

Proteobacteria dominated the 

bacterial clone libraries (31). 

However, in the present study, 

fewer than 4% of the 

metabolically active phylotypes 

detected at 0 to 2 cm belonged to 

the £-Proteobacteria. Instead, the 

clone library of Bacteria at 0 to 2 

cm was dominated by y-

Proteobac- teria and h-

Proteobacteria (45 and 48%, 

respectively), while the libraries 

of Bacteria at 6 to 8 cm and 10 to 

12 cm were dominated by h-

Proteobacteria. 

 

All y-proteobacteria-related 

clones derived from sediments 

covered with either orange- or 

white-pigmented microbial mats 

were most similar to either 

Beggiatoa spp. or macrofaunal 

endosymbionts (93 to 99% 

similar). Surprisingly, all of the 

Beggiatoa-related clones were 

most similar to Beggiatoa sp. 

‗Monterey Canyon‘ (2), 

providing a possible 

biogeographical link between 

these two distinct cold-seep 

environments. As geologic 

evidence has shown that the 

presence of a deep water current 

flowing between the Gulf of 

Mexico and the Eastern pacific 

biệt duy nhất khi đƣợc xác định 

qua phân tích RFLP và phù hợp 

với tên vi khuẩn chuyên biệt 

trong Bảng 2.  

thiếu các thảm vi khuẩn, ..-

Proteobacteria chiếm ƣu thế 

trong các thƣ viện dòng vi khuẩn 

vô tính (31). Tuy nhiên, trong 

nghiên cứu này, ít hơn 4% các vi 

khuẩn chuyên biệt có hoạt động 

trao đổi chất đƣợc phát hiện ở 0 

đến 2 cm thuộc loài ..-

Proteobacteria.Thay vào đó, các 

thƣ viện dòng vô tính của vi 

khuẩn tại 0 đến 2 cm chủ yếu là 

Proteobac-teria và h-

Proteobacteria (tƣơng ứng là 45 

và 48%), trong khi các thƣ viện 

của vi khuẩn ở độ sâu 6-8 cm và 

10-12 cm có nhiều vi khuẩn h-

Proteobacteria. 

Tất cả các dòng vô tính có họ 

hàng với y proteobacteria đƣợc 

bảo phủ với các thảm vi sinh sắc 

tố cam hoặc trắng rất giống với 

Beggiatoa spp. hoặc 

endosymbionts macrofaunal 

(mức độ tƣơng tự 93-99%). 

Đáng ngạc nhiên là, tất cả các 

dòng vô tính có họ hàng với 

Beggiatoa rất giống với 

Beggiatoa sp. 'Monterey Canyon 

(2), cho chúng ta biết mối liên hệ 

địa-sinh giữa hai môi trƣờng 

phun lạnh khác nhau này. Vì các 

bằng chứng địa lý đã cho thấy 

rằng sự hiện diện của dòng nƣớc 

sâu chảy giữa vịnh Mexico và 

Đông Thái Bình Dƣơng bị gián 

đoạn 4,6 triệu năm trƣớc đây do 



was disrupted 4.6 million years 

ago as a result of the rise of the 

Isthmus of Panama (17), it is 

tempting to speculate that these 

Beggiatoa populations originated 

from a common ances- tor(s) 

separated by this event. The 

occurrence of other y-pro- 

teobacterial phylotypes related to 

previously identified endo- 

symbiont clone sequences may 

be explained by the presence of 

numerous juvenile clams and 

shrimp observed during 

microscopic examination of 

intact, unprocessed sediments (0 

to 2 cm). Whether these 

endosymbionts are free living in 

the sediment or were detected as 

a result of disruption or breakage 

of the juvenile clams and shrimp 

cannot be determined in this 

study. 

While the vast majority of the 

metabolically active y-Pro- 

teobacteria phylotypes detected 

in this study appeared to be 

constrained to 0 to 2 cm, four 

distinct clades of active h-Pro- 

teobacteria remained 

numerically dominant at all three 

depths. As many members of the 

h-Proteobacteria are known 

sulfate- reducing bacteria, these 

clades are likely to be important 

players in sulfur cycling. 

Although not determined in the 

present study, previously 

measured porewater sulfate 

concentrations (>25 mM) from 

sự hình thành eo đất Panama 

(17), vì vậy chúng ta có thể cho 

rằng các quần thể Beggiatoa có 

nguồn gốc từ một (hoặc nhiều) 

tổ tiên chung đƣợc tách ra từ sự 

kiện này. Sự xuất hiện của các vi 

khuẩn chuyên biệt y-pro- 

teobacterial khác có họ hàng với 

các chuỗi của dòng vô tính cộng 

sinh đã đƣợc định danh trƣớc 

đây có thể đƣợc giải thích qua sự 

hiện diện của nhiều loài trai và 

tôm nhỏ đƣợc quan sát qua phép 

kiểm tra kính hiển vi các trầm 

tích nguyên vẹn, chƣa qua xử lý 

(0-2 cm). Câu hỏi liệu các sinh 

vật cộng sinh này sống tự do 

trong trầm tích hay đƣợc phát 

hiện nhƣ hệ quả của sự phân rã 

hoặc sự vỡ của trai và tôm đang 

lớn chƣa thể làm rõ đƣợc trong 

nghiên cứu này. 

 

Trong khi đại đa số các vi khuẩn 

chuyên biệt y-Pro-teobacteria có 

hoạt động trao đổi chất đƣợc 

phát hiện trong nghiên cứu này 

dƣờng nhƣ chỉ xuất hiện ở độ 

sâu  0-2 cm, bốn nhóm h-Pro-

teobacteria hoạt động khác nhau 

vẫn còn chiếm ƣu thế về số 

lƣợng ở ba độ sâu. Vì nhiều 

thành viên của của h-

Proteobacteria là các vi khuẩn 

khử sunfat đã biết, các nhóm này 

có thể đóng vai trò quan trọng 

trong chu trình lƣu huỳnh. Mặc 

dù chƣa đƣợc xác định trong 

nghiên cứu này, các nồng độ 

sunfat nƣớc lổ rỗng đo đƣợc 



Gulf of Mexico site GC234 

sediments associated with 

overlying microbial mats did not 

exceed the sulfate concentrations 

in sediments lacking mats (22). 

The rates of sulfate reduction in 

sediments covered with mats, 

however, were several orders of 

magnitude greater along a 0- to 

12-cm depth profile relative to 

comparable sediments lacking 

microbial mats (22). A 

corresponding increase in H2S 

concentration was detected as 

sulfate concentrations decreased 

with increasing sediment depth 

(22). Such concentrations and 

rates are similar to previously 

characterized Beggiatoa sp. mat-

associated sediment porewater 

from other cold-seep 

environments (3, 35) as well as a 

Gulf of Mexico study conducted 

at GC185 (1). 

We hypothesize that the 

predominance of active h-

Proteo- bacteria detected at the 

lower depths may be explained 

by two different mechanisms. 

First, upward flow of subsurface 

fluids channeled around 

microbial mats may result in a 

downward fluid flux through the 

mat (57). Sulfate-rich seawater is 

pumped deeper into the mat-

covered sediments than 

surrounding sediments lacking 

mats. Thus, the microbial mats 

would provide a localized 

increased concentration of 

trƣớc đây (> 25 mM) từ Vịnh 

Mexico vị trí GC234 các trầm 

tích gắn với thảm vi sinh không 

vƣợt quá nồng độ sunfat trong 

các trầm tích thiếu thảm (22). 

Tuy nhiên, tốc độ khử sunfat 

trong các trầm tích đƣợc bao phủ 

bởi thảm lớn hơn vài bậc độ lớn 

dọc theo biên dạng độ sâu 0 đến 

12 cm đối với các trầm tích 

tƣơng đƣơng thiếu thảm vi sinh 

(22). Một sự gia tăng tƣơng ứng 

nồng độ H2S đƣợc phát hiện khi 

nồng độ sunfat giảm theo sự tăng 

độ sâu trầm tích (22). Các nồng 

độ và tốc độ nhƣ thế tƣơng tự 

nhƣ Beggiatoa sp. mat gắn liền 

với nƣớc lổ rỗng trầm tích đã 

đƣợc nghiên cứu trƣớc đây từ 

môi trƣờng phun lạnh khác (3, 

35) cũng nhƣ một nghiên cứu về 

Vịnh Mexico đƣợc thực hiện 

trong GC185 (1). 

 

Chúng tôi cho rằng sự chiếm ƣu 

thế của h-Proteo- bacteria hoạt 

động tích cực đƣợc phát hiện ở 

độ sâu nhỏ có thể do hai cơ chế 

khác nhau. Đầu tiên, lƣu lƣợng 

hƣớng lên của các chất lỏng bên 

dƣới bề mặt xoáy xung quanh 

các thảm vi sinh có thể dẫn đến 

lƣu lƣợng chất lỏng hƣớng 

xuống qua thảm (57). Nƣớc biển 

giàu sunfat đƣợc bơm vào lớp 

trầm tích đƣợc bao phủ bởi thảm 

sâu hơn so với lớp trầm tích 

xung quanh thiếu thảm. Vì vậy, 

các thảm vi sinh sẽ tạo ra một 

nồng độ sunfat tăng cục bộ ở các 



sulfate at lower depths, 

facilitating overall higher rates 

of sulfate reduction. Second, 

anaerobic sulfur oxidation due to 

Beggiatoa sp. activity would 

replenish sulfate throughout the 

sediment profile. Although there 

was a sevenfold increase in the 

total number of meta- bolically 

active Beggiatoa sp. clones 

detected at 0 to 2 cm, Beggiatoa-

related clones were also detected 

at 6 to 8 cm and 10 to 12 cm. 

Such results were perhaps not 

surprising, as previous reports 

have demonstrated the ability of 

Beggiatoa spp. to migrate below 

10 cm to reach elevated 

concentrations of H2S (2, 33). 

Planctomycetales-related clones 

were more frequently detected at 

the lower depths (6 to 8 cm and 

10 to 12 cm) in sediments 

covered with orange- and white-

pigmented microbial mat 

communities. previous studies 

have demonstrated the breadth of 

physiological characteristics of 

this phylum (14, 26, 44), 

including a possible link 

between some members of the 

Planctomycetales to the 

anaerobic oxidation of ammonia 

(45, 46). This process, known as 

ANAMOX and described by a 

metabolic pathway first reported 

by Van de Graaf et al. (54), 

requires ammonia and nitrite in 

an anaerobic environment to 

produce dinitrogen gas (47, 48). 

độ sâu nhỏ, tạo điều kiện thuận 

lợi cho tốc độ khử sunfat cao 

hơn. Thứ hai, quá trình oxy hóa 

lƣu huỳnh kỵ khí do hoạt động 

của Beggiatoa sp. sẽ bổ sung 

sunfat trong toàn khu vực trầm 

tích. Mặc dù, tổng số dòng vô 

tính Beggiatoa sp. có hoạt tính 

trao đổi chất tăng 7 lần ở độ sâu 

0 đến 2 cm, các dòng vô tính có 

họ hàng với Beggiatoa cũng đã 

đƣợc phát hiện tại 6-8 cm và 10-

12 cm. Kết quả nhƣ vậy có lẽ là 

hiển nhiên, nhƣ các báo cáo 

trƣớc đây đã chứng tỏ khả năng 

của Beggiatoa spp. có thể di 

chuyển xuống độ sâu 10 cm để 

đạt đƣợc nồng độ H2S cao (2, 

33). 

Các dòng vô tính có họ hàng với 

Planctomycetales xuất hiện 

thƣờng xuyên ở độ sâu nhỏ hơn 

(6-8 cm và 10-12 cm) trong các 

trầm tích đƣợc phủ thảm vi sinh 

sắc tố cam và trắng. Các nghiên 

cứu trƣớc đây đã chứng minh sự 

đa dạng trong các đặc tính sinh 

lý của dòng này (14, 26, 44), bao 

gồm mối liên hệ khả dĩ của một 

số thành viên Planctomycetales 

với quá trình oxy hóa kỵ khí của 

amoniac (45, 46). Quá trình này, 

đƣợc gọi là ANAMOX và đƣợc 

mô tả bởi quá trình trao đổi chất 

đƣợc báo cáo đầu tiên bởi Van 

de Graaf và các cộng sự. (54), 

cần amoniac và nitrit trong môi 

trƣờng yếm khí để tạo ra khí 

đinitơ (47, 48). Nồng độ amoni 

trong nƣớc lỗ rỗng đã đƣợc 



Ammonium concentrations in 

previously characterized 

porewater from one of our study 

sites (GC234) were fourfold 

higher in Beggiatoa sp. mat-

covered sediments at 10 to 12 

cm (>30 ^M) relative to 

sediments lacking microbial 

mats (5 ^M) (22). Although 

nitrite concentrations were not 

determined, nitrate 

concentrations in pore- water 

from GC234 sediments with 

microbial mats were highest at 

the surface (>20 ^M) and 

decreased to less than 2 below 2 

cm (22). 

The nitrite source required for 

ANAMOX may be derived 

either from the incomplete 

reduction of nitrate or from the 

advective flow of nitrite-bearing 

seawater through the Beggia- 

toa-covered sediment, as has 

been reported by Weber and 

Jorgensen (57). Therefore, an 

increased concentration of nitrite 

and ammonia may be attributed 

to the presence of Beg- giatoa sp. 

mats. Thus, we theorize that the 

Planctomycetales- related clones 

detected in this study are 

dependant on the presence of the 

Beggiatoa sp. mat community. 

Methane concentrations and 

anaerobic oxidation of methane 

rates previously determined for 

GC234 sediments covered with 

Beggiatoa sp. mats have been 

shown to be several orders of 

nghiên cứu trƣớc đây từ một 

trong những vị trí nghiên cứu 

của chúng tôi (GC234) cao gấp 

bốn lần trong các trầm tích đƣợc 

phủ Beggiatoa sp. mat từ 10 đến 

12 cm (> 30 ^ M) so với các 

trầm tích thiếu thảm vi sinh (5 ^ 

M) (22). Mặc dù nồng độ nitrit 

chƣa đƣợc xác định, nồng độ 

nitrat trong nƣớc lỗ rỗng của 

trầm tích GC234 với các thảm vi 

khuẩn cao nhất ở bề mặt (> 20 ^ 

M) và giảm xuống đến giá trị 

nhỏ hơn 2 bên dƣới 2 cm (22). 

 

 

 

Nguồn nitrit cần thiết cho 

ANAMOX có thể đƣợc lấy từ 

quá trình khử không hoàn chỉnh 

nitrat hoặc từ dòng chảy bình lƣu 

của nƣớc biển sinh nitrit qua các 

thảm đƣợc phủ Beggia-toa, theo 

báo cáo của Weber và Jorgensen 

(57). Do đó, sự tăng nồng độ  

nitrit và Amoniac có thể là 

nguyên nhân dẫn đến sự xuất 

hiện của các thảm Beg-giatoa 

sp.. Do đó, chúng tôi cho rằng 

các dòng vô tính có họ hàng với 

Planctomycetales đƣợc phát hiện 

trong nghiên cứu này phụ thuộc 

vào sự hiện diện của cộng đồng 

thảm Beggiatoa sp. 

Nồng độ khí mêtan và quá trình 

oxy hóa kỵ khí của dòng khí 

metan trƣớc đây đã đƣợc nghiên 

cứu cho các trầm tích GC234 

đƣợc bao phủ với các thảm 

Beggiatoa sp. đã đƣợc chứng 



magnitude higher than that of 

control sediments lacking 

microbial mats (22). In the 

present study, the vast majority 

(95%) of Archaea clones 

obtained from the three sediment 

depths also sampled from Gulf 

of Mexico sites GC234 and 

GC185 were phylogenetically 

related to the ANME-2 group of 

the order Methanosarcinales, 

proposed candidates for 

anaerobic oxidation of methane. 

 

ANME-2-related sequences have 

been isolated from total DNA 

extracted from other cold-seep 

environments (19, 24, 31, 35) 

but have never represented such 

a majority of the sequences as 

obtained in this study. This study 

also represents the first archaeal 

clone library containing 

sequences related to all four 

ANME-2 subdivisions (A, B, C, 

and D) (31, 35). Interestingly, 

the ANME-2C-related clones do 

not form a Gulf of Mexico-

specific cluster, as was observed 

in other phylogenetic analyses of 

Gulf of Mexico hydrate-

associated sediments (24, 31). 

However, one of the two 

ANME-2D-related phylo- types 

was only 92% similar to 

previously identified ANME-2D 

sequences from the Gulf of 

Mexico (31) and thus may 

represent a novel lineage within 

the ANME-2D clade. 

minh là lớn hơn vài bậc về độ 

lớn so với các trầm tích có kiểm 

soát thiếu thảm vi sinh (22). 

Trong nghiên cứu này, phần lớn 

(95%) các dòng cổ khuẩn vô tính 

thu đƣợc ở ba độ sâu trầm tích 

cũng đƣợc lấy mẫu từ vịnh 

Mexico ở các vị trí GC234 và 

GC185 có liên quan về mặt phát 

sinh loài với nhóm ANME-2 của 

bộ Methanosarcinales, đây là các 

ứng cử viên đƣợc đề xuất cho 

quá trình oxy hóa kỵ khí mê-tan. 

Các chuỗi có họ hàng với anme-

2 đã đƣợc phân lập từ tổng số 

DNA chiết từ các môi trƣờng 

phun lạnh khác (19, 24, 31, 35) 

nhƣng chƣa bao giờ thể hiện sự 

đa dạng trình tự nhƣ trong 

nghiên cứu này. Nghiên cứu này 

lần đầu tiên đã cho ra một thƣ 

viện dòng vô tính cổ khuẩn có họ 

hàng với bốn nhóm con anme-2 

(A, B, C, và D) (31, 35). Điều 

thú vị là, các dòng vô tính có họ 

hàng với anme-2C không hình 

thành một nhóm cụ thể ở Vịnh 

Mexico, nhƣ đã đƣợc phát hiện 

trong các phân tích phát sinh loài 

khác của các trầm tích gắn với 

hydrate ở Vịnh Mexico (24, 31). 

Tuy nhiên, một trong hai vi 

khuẩn chuyên biệt có họ hàng 

với anme-2D chỉ giống 92% với 

các chuỗi anme-2D đƣợc định 

danh trƣớc đây từ Vịnh Mexico 

(31) và do đó có thể đại diện cho 

một dòng mới trong nhánh 

anme-2D. 

 



The uniqueness of the Archaea 

clone libraries constructed in this 

study may be a result of the 

environmental conditions  

associated with an overlying 

microbial mat community or of 

this study‘s being the first to 

characterize metabolically active 

archaeal communities from a 

cold-seep locale. PCR primer 

bias seems less likely, as the 

primers employed in this study 

have been used in another Gulf 

of Mexico study that resulted in 

more diverse libraries that 

included sequences related to 

Methanomicrobiales, 

Archaeoglobus, non-ANME-2 

Meth- anosarcinales, and 

Crenarchaeota (H. J. Mills, R. 

M. Martinez, S. Story, and p. 

Sobecky, unpublished data). 

 

Based on our current findings 

characterizing the metaboli- 

cally active fraction of the 

bacterial and archaeal 

communities in conjunction with 

recent geochemical data and 

microbial rate measurements 

from Beggiatoa-covered 

sediments (22), we propose the 

following. Beggiatoa spp. serve 

as keystone members of the seep 

community owing to their ability 

to (directly and indirectly) 

influence the metabolic activity 

of h-Proteobacteria, 

Planctomycetales, and ANME 

archaea. The end products of 

Sự độc đáo của thƣ viện cổ 

khuẩn đƣợc tạo ra trong nghiên 

cứu này có thể là kết quả của các 

điều kiện môi trƣờng gắn với 

cộng đồng thảm vi sinh xen phủ 

và đây cũng là nghiên cứu đầu 

tiên xác định đặc tính của các 

cộng đồng cổ khuẩn có hoạt tính 

trao đổi chất từ vị trí phun lạnh. 

Sự chênh lệch primer PCR 

dƣờng nhƣ rất ít, vì các primer 

đƣợc dùng trong nghiên cứu này 

đã đƣợc sử dụng trong một 

nghiên cứu khác về vịnh Mexico 

dẫn đến các thƣ viện đa dạng 

hơn gộp vào các trình tự có họ 

hàng với Methanomicrobiales, 

Archaeoglobus, non-ANME-2 

Meth- anosarcinales, và 

Crenarchaeota (H. J. Mills, R. 

M. Martinez, S. Story, và p. 

Sobecky, dữ liệu không xuất 

bản). 

Dựa trên những phát hiện của 

chúng tôi trong quá trình nghiên 

cứu đặc điểm của hoạt động trao 

đổi chất của các cộng đồng vi 

khuẩn và cổ khuẩn kết hợp với 

các dữ liệu địa hóa học và phép 

đo các tốc độ vi sinh gần đây 

(22), chúng tôi đề xuất nhƣ sau. 

Beggiatoa spp. đóng vai trò nhƣ 

thành viên quan trọng của cộng 

đồng phun lạnh do chúng có khả 

năng ảnh hƣởng (trực tiếp hoặc 

gián tiếp) đến hoạt động trao đổi 

chất của h-Proteobacteria, 

Planctomycetales, và vi khuẩn cổ 

anme. Sản phẩm cuối cùng của 

quá trình oxy hóa kỵ khí qua 



Beggiatoa--mediated anaerobic 

sulfur oxidation (sulfate and 

ammonia) and an increase in 

advective flow rate into the mat 

(57) would result in higher 

concentrations of reactants 

available for h-Proteobacteria 

and Planctomycetales. Recent 

findings by Joye et al. (22) lend 

support to this hypothesis, as 

they detected an increase in 

sulfate and ammonium 

concentrations and microbial 

sulfate reduction rates in Gulf of 

Mexico GC234 sediments with 

overlying microbial mats. In 

addition, the increased rate of 

sulfate reduction and advective 

flow of organic material into the 

sediment can promote a more 

conducive environment for 

anaerobic oxidation of methane 

(reviewed in reference 53). The 

predominance of ANME-related 

clones (regardless of sediment 

depth) and reported high rates of 

anaerobic oxidation of methane 

(22) support this general 

hypothesis. 

In conclusion, this study presents 

some of the first molecular 

phylogenetic data describing the 

fraction of the metabolically 

active Bacteria and Archaea 

communities in Gulf of Mexico 

cold-seep habitats. Such 

information provides insights 

into the interconnection and 

interdependency of the microbial 

populations residing in 

trung gian Beggiatoa (sunfat và 

amoniac) và sự gia tăng tốc độ 

lƣu lƣợng bình lƣu vào thảm 

(57) sẽ dẫn đến nồng độ các chất 

phản ứng có sẵn cao hơn đối với 

h-Proteobacteria và 

Planctomycetales. Phát hiện gần 

đây của Joye và các cộng sự. 

(22) góp phần khẳng định giả 

thuyết này, vì họ đã phát hiện sự 

tăng nồng độ sunfat và amoni và 

tốc độ khử sunfat vi sinh trong 

các trầm tích GC234 ở Vịnh 

Mexico. Ngoài ra, sự tăng tốc độ 

khử sunfat và dòng bình lƣu các 

vật liệu hữu cơ đi vào trầm tích 

cũng có thể tạo ra một môi 

trƣờng thuận lợi hơn cho quá 

trình oxy hóa kỵ khí mê-tan 

(đƣợc tổng quan trong tài liệu 

tham khảo 53). Sự chiếm ƣu thế 

của các dòng vô tính có họ hàng 

với ANME (bất kể độ sâu trầm 

tích) và tốc độ oxy hóa kỵ khí 

cao đƣợc báo cáo của mêtan (22) 

góp phần khẳng định giả thuyết 

này. 

 

 

Tóm lại, đây là nghiên cứu đầu 

tiên trình bày một số dữ liệu phát 

sinh loài ở cấp độ phân tử mô tả 

một phần cộng đồng vi khuẩn và 

cổ khuẩn có hoạt động trao đổi 

chất ở Vịnh Mexico trong môi 

trƣờng sống phun lạnh. Các 

nghiên cứu này giúp chúng ta 

hiểu sâu hơn về mối liên hệ và 

sự phụ thuộc lẫn nhau của các 

quần thể vi sinh vật sinh sống 



sediments associated with 

overlying mat communities 

dominated mainly by Beggiatoa 

spp. 

…………………………………

…………………………………

…………………………. 

 

trong các trầm tích gắn liền với 

các cộng đồng thảm bao phủ, 

trong đó  Beggiatoa spp là loài vi 

khuẩn chiếm ƣu thế. 
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…………………………. 

 

 

 




